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研究成果の概要（和文）：一酸化窒素（NO)は血管拡張などの様々な生理機能を担い、肺高血圧症では内皮機能
の障害からNOの産生が減弱している。我々はモノクロタリン誘発肺高血圧ラットを用い、肺血管内皮機能の減弱
とな内皮型一酸化窒素合成酵素eNOSの活性低下の機序を検討した。内因性eNOS阻害物質であるADMAの増加とその
合成酵素であるPRMT2の発現亢進、および代謝酵素DDAH1,2の発現減少が認めれた。更に、eNOSと基質l-arginine
を競合するarginaseの発現亢進もみられ、肺血管内皮期の低下に複数の経路、物質が関与している可能性が示唆
された.

研究成果の概要（英文）：Impairment of endogenous release of nitric oxide (NO), which causes vascular
 vasodilation and inhibition of smooth muscle cell proliferation, is well known to play a critical 
role in developing pulmonary hypertension (PH).　We explored the mechanism of impared ehdothelial 
function and eNOS activity in PH using monocrotaline-induced PH rats. 
Increase in PRMT2 and decrease in DDAH1 and DDAH2 in the PH model were associated with increased 
ADMA contents and consequent impairment of NOS activity. These results may be potentially useful to 
lower ADMA level for therapeutic benefit. 

研究分野： 麻酔

キーワード： 肺高血圧　一酸化窒素　内皮細胞

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
一酸化窒素（NO)は生体内で血管拡張などの

様々な生理機能を担っている。血管において

NO を合成する内皮型 NO 合成酵素（eNOS）

の活性やNO産生は様々な経路により修飾さ

れる。近年、内因性の一酸化窒素合成酵素

（ NOS ） 阻 害 物 質 で あ る asymmetric 

dimethylarginine (ADMA)がNO産生に影響

を与えることが知られている(2)。ADMA が

NO 産生に影響を与える機序として、eNOS

の基質である l-arginine がジメチル化された

ADMA が l-arginine と競合し eNOS 活性、

NO 産生を低下させる、とされている(1)。肺

高血圧症においては内皮機能の減弱が知ら

れており、ADMA の増加が NO 産生を低下

させることが示唆されている(3)。 

 

２．研究の目的 

本研究において我々は、モノクロタリン

(MCT)誘発肺高血圧ラットを用い、肺血管内

皮機能の減弱、eNOS 活性低下の機序を検討し、

肺高血圧治療につながる知見を得ることを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

8週齢雄SDラットにモノクロタリンを皮下注

し肺高血圧ラットを作成、皮下注 4週間後に

血行動態測定を行った。全身麻酔下に気管挿

管し人工呼吸管理とした。大腿動脈より観血

的動脈圧、頚静脈より右室圧をそれぞれカテ

ーテルを挿入して測定した。 

また、摘出肺血管リング標本を用いた等尺性

張力測定を行った。肺血管における内皮依存

性弛緩反応を測定した。更に、arginase 等の

各種阻害剤の存在下で、弛緩反応への影響を

検討した。 

肺組織におけるタンパク発現測定量を

western blot analysis により行った。 

肺組織における eNOS 活性及び、ADMA の定量

を市販のキットにより行った。 

 

４．研究成果 

肺高血圧ラットの摘出肺血管を用いた等尺

性張力測定において、アセチルコリン刺激に

よ る 内 皮 依 存 性 弛 緩 反 応 endothelium 

dependent relaxation (EDR)が減弱し（図１）、

また eNOS 活性の低下を認めた（図２）。 

 

図１ 肺血管リング標本における等尺性張

力測定。内皮依存性弛緩反応(EDR)。 MCT ラ

ッ ト に お い て 有 意 に 減 弱 し て い る 。

(*P<0.05) 

 

 

 

図２ 肺組織における eNOS activity 

MCT ラットにおいて有意に減弱している。

(*P<0.05) 

 

 
 
 
 
 



一方で、eNOS 発現量は正常と肺高血圧ラット

で有意差は無かったことから（図４）、eNOS

活性を阻害する機序の検討を行った。肺組織

において内因性 NOS 阻害物質である ADMA が

増加しており（図３）、この合成酵素である

protein arginine methyltransferases 2 

(PRMT2)の発現亢進と、代謝酵素である

dimethylarginine 

dimethylaminohydrolases1,2 (DDAH1,2)の発

現低下がみられた（図４）。従って、これら

ADMA の合成、代謝に関わる酵素の増減により

ADMA 増加を来し、NOS 活性に影響を与えてい

る可能性が示唆された。 

 
図３ 肺組織における AMDA 含有量測定 

 
 
 
 

図４ A  肺血管組織における DDAH1,2, 

arginase, PRMT1, 2、eNOS 発現量 (western 

blot analysis) 
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図４B 

 

一方、これらの実験過程において、肺高血圧

ラットモデルの肺組織において、eNOS と共に

l-arginine を基質とする arginase の著しい

発現亢進も観察された（図４B）。Arginase は

肝臓で多く発現し、尿素回路の一部としてア

ンモニア解毒等に関与しているが、血管疾患

での役割は殆ど知られていない。eNOS と基質

である l-arginine を競合する arginase の発

現亢進により、eNOS の l-arginine に対する

availability が低下するとされる。摘出した

ラット肺血管の等尺性張力測定において、正

常ラットでは内皮依存性弛緩反応は

arginase 阻害剤存在下で増強された。一方、

肺高血圧ラットでは回復しなかった。このこ

とから、arginase が eNOS 活性に関与してい

る可能性が示唆されたが、肺高血圧ラットに

おける eNOS 活性低下は、arginase の発現亢

進のみでなく、同時に複数の要因も関与して

いると思われた。 

 

以上より、肺高血圧モデルにおける eNOS 活

性低下は、少なくとも部分的に ADMA の増加

が関与している可能性が示唆された。eNOS 活

性の回復を目的として ADMA の代謝酵素であ

る DDAH1,2 の発現を、レンチウイルスベクタ

ーを用いて肺へ遺伝子導入することを試み



た。しかし、安定した発現量が得られず効果

を検証するには至らなかった。 

 

まとめ 

モノクロタリン誘発肺高血圧モデルにおい

て、肺血管内皮機能、eNOS 活性の低下がみら

れ、同時に内因性 eNOS 阻害物質 ADMA の増加、

その合成酵素である PRMT2 の発現亢進、およ

び代謝酵素 DDAH1,2 の発現減少が認めれた。

更に、eNOS と基質 l-arginine を競合する

arginase の発現亢進もみられ、肺血管内皮期

の低下に複数の経路、物質が関与している可

能性が示唆された. 
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